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摘要 :大 量 研究 显示 毛 沉 降 影 响 森 林 甲 烷 吸 收 量 , 但 其 中 的 微生物 驱动 机 制 仍 缺 乏 研究 。 基 和 手 长 白山 典型 温带 森林 长 期 氮 沉 降 
模拟 实验 平台 样 地 ,采用 定量 PCR 和 克隆 测序 技术 ,研究 了 长 期 施加 不 同形 态 须 QCNHib SO, . NH, CI £I KNO, ) 处理 下 和 森林 土 
壤 甲 烷 氧 化 菌 的 数量 和 群落 组 成 随 季节 变化 的 特征 。 结 果 表明 ,夏季 ,森林 土壤 甲烷 氧化 菌 pmoA 基因 丰 度 在 不 同 施 氮 处 理 之 
间 无 显著 性 差异 (每 克 干 土 1.54x10 一 3.20x10" 拷 贝 数 ) ;秋季 ,pmoA 基因 丰 度 在 施加 NH4CL 和 (NH,),S0, 处 理 小 区 (每 克 干 土 
1.93x10” 一 7.6x10 拷贝 数 ) 与 对照 (每 克 干 土 (4.03x10+1.2x10") 拷 见 数 ) 相 比 有 所 降低 ,尤其 在 ( NH, ),S0, 处 理 小 区 (每 克 干 
土 (4.61x10 ”+2.61x10’ ) 拷 贝 数 ) 显著 降低 ;无 论 夏季 还 是 秋季 , 施 如 不 同形 态 毛 人 处理 土 壤 甲 烷 氧 化 菌 均 以 Type I 型 为 主 ( 相 对 
EREE 70.6% 一 85.4% 之 间 ) ,并 以 Methylobacter-group (Type I) 为 优势 类 群 , 占 Type 1 型 的 55.1% 一 91.7% ; Methylobacter-group 
(Type D) 的 相对 丰 度 在 夏季 不 同形 态 氮 处理 土壤 样品 中 无 显著 差异 ,但 秋季 样品 中 在 施加 ( NH, ),S04(52.7%+6.5%) 和 NH, CI 
(56.1%+8.9% ) 的 处 理 显 著 低 于 对 照 土壤 (77.0%+2.9%) ,Methylococcus-group (Type 1) 的 相对 丰 度 则 在 ( NH, ),SO, 和 NH,CI 处 
理 土 壤 呈 增加 的 趋势 。 这 些 结果 表明 铵 态 氮 肥 添 加 对 温带 森林 土壤 甲烷 氧化 菌 的 生长 具有 抑制 作用 并 导致 其 群落 结构 发 生 改 
变 , 受 夏季 温度 和 水 分 的 影响 ,这 种 抑制 作用 在 秋季 表现 更 明显 ,而 NO;-N 添加 对 土壤 甲烷 氧化 菌 的 群落 组 成 和 丰 度 无 显著 影 
响 。 这 些 结果 解释 了 以 往 观 测 到 的 施 铵 态 气 肥 吹 闭 降 低 秋季 温带 林地 土壤 甲烷 净 吸 收 量 ,而 在 夏季 无 显著 影响 的 观测 结果 , 解 


释 了 长 期 所 沉降 影响 森林 土壤 甲烷 吸收 的 微 竺 物 机 制 。 
关键 词 :甲烷 氧化 菌 ;pmoA 基因 ;和 森林 土 二 ;和 毛 沉 降 
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compound addition treatments (45 kg N hm ^ a'' using (NH,),S0,, NH,Cl, and KNO,) in Changbai mountains, were 
investigated by using real-time PCR, cloning, and sequencing. Methanotroph pmoA gene abundances were similar among all 
fertilized and control plots in summer ( 1.54x100—3.20x10* copies g dry soil); however, in fall, it was significantly 
lower in the ( NH, ),SO, treatment (4.61x10? x2.61x10? copies g ' dry soil) than that in the control plots (4.03x10°+1.2x 
10* copies g ' dry soil). In both summer and fall, the methanotroph community was dominated by Type I methanotrophs, 
consisting of Methylobacter-group ( Type I) and Methylococcus-group (Type I), with the relative abundance varying from 
10.696 — 85.496. The dominant clade of Type I methanotroph , Methylobacter-group ( Type I) showed no significant variance 
among all treatments in summer, but were present in significantly lower proportions in the ( NH,),S0,(52.796x6.596) and 
NH,CI (56.196 € 8.996) treatments than in the control in fall. In contrast, Methylococcus-group ( Type-1) showed an 
increasing trend in the ( NH, ),SO, and NH,CI treatments compared to that in the control plots in fall. Overall, these results 
suggested that the addition of NH;-N fertilizers could inhibit the growth of methane oxidizing bacteria, and change their 
community composition. The inhibition effect became more obvious in fall than in summer, owing to the interactive effects of 
soil moisture and temperature in summer, whereas NO;-N addition showed no significant effect on the abundance and 
community composition of methanotrophs. These results were consistent with the previous observation that ammonium-based 
fertilizer addition reduced methane uptake from temperate forest soil in fall/rather than in summér, and provided insights 


into the microbial mechanisms driving methane uptake in temperate forests under long-term nitrogen addition treatments. 
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甲烷 (CH, ) 是 仅 次 于 水 蒸气 和 二 氧化 碳 的 第 三 大 温室 气体 ,对 全 球 气候 变 暖 的 贡献 率 接近 20% (IPCC, 
2007) 。 由 于 人 类 活动 的 加 剧 ,大 气 中 的 CKE E KIRK ,造成 大 气 CH, 浓 度 的 升 高 的 原因 不 仅 是 其 源 增 
加 的 结果 ,也 与 其 汇 减 少 有 关 呈 。 水 分 不 饱和 的 书 接 作 鸣 大 气 CH4 重 要 的 汇 ,每 年 可 以 从 大 气 中 吸收 (氧化 ) 
大 约 20 一 60Tg 的 CH, 7? ,其 微小 变化 都 可 能 影响 全 球 的 CH 平衡 中 。 森 林 土 壤 更 被 视 为 其 中 最 为 有 效 的 
ICE ,但 由 于 环境 因素 变化 如 降水 、 温 度 \pH 树种 、 氮 沉降 以 及 森林 管理 方式 等 的 影响 ,森林 土壤 氧化 大 气 
CH 的 能 力 具 有 很 高 的 变异 性 ,因此 ;深入 研究 环境 因素 影响 森林 土壤 CH 氧化 的 驱动 机 制 对 全 面 评估 和 调 
控 森 林 土 壤 甲 烷 氧 化 能 力 具 有 重要 意义 “"]。 

近 一 个 半 世 纪 以 来 ,由 和 于 化 厅 肉 料 燃烧 和 农业 化 肥 的 大 量 投 入 等 向 大 气 中 排放 的 含 氮 化 合 物 激增 ,导致 
大 气 的 氮 沉 降 大 幅 增 加 。 森 林 生 态 系 统 是 毛 沉 降 大 面积 的 直接 承受 者 , 据 调 查 , 温 带 森 林 的 氮 沉 降 量 
已 高 于 15kg N hm” at! ,有 些 地 区 甚至 高 于 50kg N hm” a^! U8 , 氮 沉 降 因 而 成 为 森林 生态 系统 备 受 关注 的 环 
境 因子 ,并 针对 氮 沉 降 对 森林 土壤 甲烷 氧化 的 影响 开展 了 大 量 工 作 。 但 目前 多 数 研 究 主 要 针对 CH 气体 吸 收 
通 量 或 吸收 动力 学 这 些 表 观 特征 来 揭示 氮 沉 降 对 森林 土壤 甲烷 氧化 的 影响 ,对 于 这 一 过 程 中 起 关键 作用 的 土 
坏 微 生物 的 作用 机 制 研究 相对 较 少 ,国内 在 这 方面 的 研究 更 是 鲜 有 报道 。 参 与 森林 土壤 甲烷 氧化 的 微生物 主 
要 是 甲烷 氧 北 菌 CMethanotroph)。 甲 烷 氧 化 菌 是 一 类 以 CH 为 唯一 碳 源 和 能 源 的 细菌 ,其 通过 甲烷 单 加 氧 酶 
(Methane monooxygenase , MMO) 将 CH 首先 氧化 为 甲醇 并 启动 系列 酶 将 CH, 最 终 代谢 成 二 氧化 碳 和 水 '™ 。 
根据 生理 生化 特征 以 及 对 CH, 代 谢 途 径 的 差异 ,可 将 甲烷 氧化 菌 分 为 type T I type TI 两 种 类 型 ,其 分 别 属于 
y- 变 形 菌 纲 ( y-Proteobacteria ) 和 a- 变 形 菌 纲 (a-Proteobacteria ) [48] 。 有 关 农 业 、 和 森林 以 及 湿地 土壤 等 中 甲烷 氧 
化 菌 数 量 和 群落 组 成 已 有 较 多 的 研究 报道 ,并 发 现 土 壤 甲 烷 氧 化 菌 的 数量 群落 组 成 及 其 活性 会 受 土壤 pH, 
湿度 .温度 .大气 CH 浓度 、 植 被 类 型 以 及 施肥 等 环境 因素 的 影响 "””。 但 关于 森林 土壤 甲烷 氧化 菌 应 对 毛 
沉降 增加 的 响应 机 制 的 研究 相对 较 少 ,国内 更 是 缺乏 相关 报道 。 国 外 已 有 的 几 篇 报道 也 主要 是 通过 室内 的 短 
期 施 氮 培养 来 研究 氮 素 增加 对 森林 土壤 甲烷 氧化 菌 群 落 组 成 的 影响 *”] ,而 关于 野外 长 期 氮 沉 降 增 加 对 森 
林 土 壤 甲 烷 氧 化 菌 数 量 和 群落 组 成 的 影响 仍 有 待 进一步 研究 。 
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长 白山 阔 叶 红 松 混 交 林 是 位 于 我 国 东 北部 重要 的 温带 森林 生态 系统 。 本 研究 基于 长 日 山 温带 森林 长 期 
氮 沉 降 模拟 实验 平台 ,采用 实时 荧光 定量 PCR 和 克隆 测序 以 及 土壤 属性 测定 相 结 合 方法 ,研究 了 长 期 施加 不 
同形 态 氮肥 后 ,森林 土壤 甲烷 氧化 菌 的 数量 和 群落 组 成 随 季节 变化 的 特征 及 其 与 土壤 基质 属性 的 关系 ,以 期 
揭示 长 期 所 沉降 增加 影响 温带 森林 土壤 甲烷 氧化 的 微生物 机 制 。 


1 材料 和 方法 


1.1 土壤 采集 和 理化 性 质 的 测定 

本 研究 土壤 样品 采 自 长 白山 阔 叶 红 松 混交 林 长 期 氮 沉 降 模 拟 实验 平台 ,该 控制 实验 始 于 2006 年 ,位 于 长 
白山 北 坡 底部 (42°24'N ,127°06'E) ,该 地 区 属于 典型 的 受 季 风 影 响 的 温带 大 陆 性 山地 气候 ,水 热 同期 ,夏季 短 
暂 多 雨 ,冬季 寒冷 漫长 ,年 平均 温度 为 2.5 一 5.5% ,年 降水 量 600 一 900mm "8?! ,. 土壤 类 型 尖山 地 瞳 棕 壤 , 冷 
凉 淋 溶 土 , 以 火山 灰 为 成 土 母 质 ,经 有 机 质 积 累 和 弱酸 性 淋 溶 过 程 形 成 .和 主要 植被 内 红 松 ( Pinus 
koraiensis) MPI .蒙古 标 和 水 曲 柳 等 。 土 壤 样品 采样 时 选择 野外 控制 实验 中 长 期 施 如 高 剂量 (45kg N hm 
a`) ff 3 种 不 同形 态 氮 素 ((NH,),SO, , NH,CI 和 KNO;) 及 未 施用 氮 素 的 处 理 ( 对 照 ) 为 研究 对 象 ,每 个 处 理 均 
设 有 4 个 重复 小 区 ;有 关 和 森林 剖面 土壤 属性 和 野外 施 氮 控制 实验 参见 3 u< 和 根据 长 期 积累 数据 规律 以 及 当地 
的 气候 特征 分 别 在 夏季 雨 热 同期 (8 月 ) 和 秋季 干旱 期 (10 月 ) 两 个 典型 时 期 采集 土壤 样品 :每 个 小 区 利用 不 
绣 钢 土 钻 随机 选取 3 点 采集 0 一 10cm 深度 的 土壤 ,充分 混 匀 后 置 于 冰 盒 带 回 实验 室 处 理 。 将 采集 的 土壤 样品 
分 成 两 份 , 一 份 随即 以 液 氮 速冻 保存 于 -80%C 冰箱, 用 于 分 子 生物 学 分 析 ; 男 一 份 中 存放 于 4%C 用 于 pH E, 
EA 、 硝 态 所 和 可 溶性 有 机 碳 测定 。 

土壤 pH 值 的 测定 采用 去 离子 水 以 水 土 比 2.5:1(zo]o) 漫 提 , 并 用 Delta 320 pH 仪 测定 ;土壤 锐 态 氮 和 硝 
态 氮 采用 Imol/L KCl 溶液 ,以 水 土 比 5:1 (w/w ) 浸 提 后 ) 采 用 连续 流动 分 析 仪 (SAN , SKALAR, the 
Netherlands) 测定 ;土壤 可 溶性 有 机 碳 采 用 0.5molZL K, SOW , DUK 4 E29 5:1 浸 提 后 ,通过 总 有 机 碳 分 析 仪 
(Shimadzu TOC-Vesh/TN,, Kyoto, Japan) 测定 局 
1.2 土壤 DNA 和 定量 PCR 分 析 

土壤 总 DNA 提取 采用 MoBio Ultràclean"" Soil DNA 试剂 盒 (San Diego, CA) 进行 ,所 有 操作 依照 产品 说 明 
书 进行 ,细胞 破碎 在 FastPrep 上 进 竺 8 破碎 强度 为 5.0m/s, 时 间 为 45s。 所 获得 的 DNA 样品 经 10 倍 稀释 后 直 
接 用 于 下 游 实验 。 

以 甲烷 氧化 菌 的 pmo. A A DSL EL E DA], VL pmo A. 基因 的 特异 引物 A189 (5'-GGNGACTGGGACTTCTGG 和 
mb661 (5'-CCGGMGCAACGTCYTTACC ) 54 利用 实时 荧光 定量 PCR 对 不 同 处 理 土壤 中 甲烷 氧化 菌 的 丰 度 进 
行 定量 分 析 。 定 量 PCR 的 扩 增 反应 使 用 SYBR9 Premix Ex Taq" 1358] $; (TaKaRa) ,25uL 定量 PCR 反应 体 
系 中 包括 2xSYBR Premix Ex Taq™ 12.5KL, 正 反 疝 引物 (浓度 为 10pmol/L) 各 0.5p.L, DNA 模板 2pL, 其 余 用 
ddH,O 补 硕 至 25QL, Real-time PCR 反应 在 ICycler IQ 5 thermocycler ( Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA) 上 运行 ,其 扩 增 程序 如 下 ;94%C 预 变性 Smin;94% 变性 455, 63?C 退火 45s, 72*C 延伸 T1 min ,之 后 每 个 循环 
退火 温度 降低 10, 共 5 个 循环 ; 94% RETE 45s ,5T?C 3B K 45s ,727C 延伸 1min, 4 30 个 循环 ;在 83% 收集 反应 
菊 光 信号 ;数据 分 析 采 用 iCycler ftp?" 。 

1:3. 甲烷 氧化 菌 的 群落 组 成 分 析 

甲烷 氧化 菌 的 群落 组 成 通过 对 pmo A. 基因 进行 克隆 测序 分 析 ,pmoA 基因 普通 PCR 扩 增 引物 和 扩 增 程序 
同 1.2 中 的 real-time PCR, PCR 产物 经 过 Wizard SV Gel & PCR Clean-Up System( Promega, USA ) 试 剂 盒 切 胶 
纯化 后 ,连接 到 pGEM-T Easy Vector E (Promega, Madison, WI, USA) ,再 通过 热 击 法 将 载体 转化 人 大 肠 杆菌 
JM109 感受 态 细胞 (TaKaRa, Japan) , 取 转 化 液 涂 布 到 含有 氮 下 青霉素 (Ampicilin)/IPTGZX-Gal HJ LB ( Luria- 
Bertani) 培养 基 上 ,37% 下 培养 16 一 18h。 随 机 选取 若干 白色 克隆 子 ,采用 菌 体 扩 增 方式 ,用 pGEM-T Easy 
Vector 通用 引物 T7/SP6 扩 增 外 源 插 和 片段。 通过 1% 浓 度 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 法 检验 含有 插入 片段 的 阳性 克 
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隆子 。 

每 个 克隆 文库 随机 挑选 30 个 阳性 克隆 子 进行 测序 。 所 获得 的 目的 基因 序列 通过 ClustalX2 ,mouthur 进行 
序列 分 析 ,按照 93% 同 源 划分 可 操作 分 类 单元 ( Operational Taxonomic Units, OTUs) [35] ne 长 度 的 序列 
提交 NCBI 数据 库 进行 Blast 序列 对 比 , 下 载 最 相似 菌 种 序列 作为 系统 发 育 树 的 参考 序列 。 通 过 Clustal W 和 
Mega 5.0 建立 Neighbor-Joining 系统 发 育 树 ,系统 发 育 树 各 分 支 置信 和 度 由 自 om 重复 
1000 次 。 

14 数据 处 理 

本 研究 中 的 统计 分 析 在 SPSS 19.0 软件 中 进行 ,其 中 多 组 数据 间 的 差异 分 析 采 用 单 因 素 方差 分 棉 与 多 重 
比较 分 析 (Duncan,P<0.05 ) ;相关 分 析 采 用 Spearman 相关 分 析 ;克隆 文库 数据 的 分 析 采 用 Redundancy analysis 
(RDA) 分 析 样 品 间 群 落 组 成 与 不 同形 态 氮 沉 降 增加 下 土壤 基质 属性 的 关系 ,在 CANOCO 4.5 软件 电 进 行 。 


2 结果 


2.1 土壤 理化 性 质 

各 处 理 十 壤 样 吕 的 基本 理化 性 质 如 表 1 所 示 。 无 论 夏季 和 秋季 ,施加 NH, CH 实验 仆 区 土壤 样品 的 pH 值 
(4.54—5.84) 显著 低 于 其 他 处 理 的 pH 值 (5.08 一 6.51) ,但 施加 不 同形 态 的 氮肥 对 后 壤 的 DOC, NHY-N 和 
NO;-N 含量 以 及 盐 浸 提 有 机 碳 / 矿 质 氮 ( NH:-N+NO;-N) 比值 无 显著 影响 (P<005) 。 


表 1 土壤 基本 理化 属性 (平均 数 + 标 准 误差 ) 
Table 1 Soil physiochemical properties,( mean+SE) 


tbid gu 
采样 时 间 处 理 PES ues e. NH;-N/ NO;-N/ [70 pons 
Sampling time "Treatment (mg/kg) ( mg/kg) ( mg/kg) DOC/mineral — 
N/ (mg/kg) 
8 H CK 5.850.062... 292,4«18.8a 54.0+2.5a 27.7+11.4a 3.7+0.4a 81.1+11.8a 
August (NH4 )5S0, 5.80+0.07a 258.6+22.3a 51.8+6.6a 21.2+5.9a 3.6+0.3a 70.9+11.2a 
NH,CI 5.48*0.04a “266.3+15.2a 45.5+2.9a 22.1+1.4a 3.4+0.2a 68.2+5.0a 
KNO, 5.92+0.04a 278.1+18.0a 50.3+2.0a 24.7+5.6a 4.1+0.2a 74.1+10.0a 
10 H CK 5.6240.06a 282.4+10.8a 55.6+5.1a 31.8+0.1a 3.5+0.1a 64.4+6.0a 
October ( NH, )2804 5.59+0.07a — 266.4515.3a 51.8+6.4a 16.1+2.0a 4.3+0.8a 61.3+10.0a 
NH,CI 5.59+0.14a — 255.2x13.7a 45.7+4.5a 21.2+2.8a 3.7+0.2a 55.5+4.0a 
KNOW 5.75+0.06a 322.5+9.7a 33.4+0.4a 26.8+7.8a 4.2+0.2a 72.4+9.5a 
各 处 理 土壤 显著 性 差异 CK A A A A A A 
Significant difference (NH ) 250, B A A A A A 
among different treatments NH,CI A A A A A A 
KNO, A A A A A A 


O RERA IAS EE a RAR RAAE REER AR ERES, AKSE A, BEHRA 
间 土 壤 性 质 的 显著 差异 性 ( P<0.05) 


2.2 甲烷 氧化 菌 的 数量 及 其 与 土壤 基质 特性 之 间 的 关系 

利用 实时 荧光 定量 PCR 技术 对 土壤 中 的 pmoA 基因 丰 度 进行 了 分 析 , 结 果 如 图 1 所 示 。 夏 季 (8 月 ) 不 同 
施 氮 处 理 之 间 的 pmoA 基因 丰 度 均 无 显著 性 差异 ,不 同 施 氮 处 理 之 间 的 pmo A. 基因 丰 度 在 1.54x 10*—3.20x 
105 拷 贝 数 /g 干 土 范围 内 ,秋季 (10 月 ) 不 同 施 氮 处 理 之 间 的 pmo A. 基因 丰 度 差异 显著 ,pmoA 基因 丰 度 在 施加 
(NH, ),SO, Ibl /] NX (4.61x105 «2.61x 105) 拷贝 数 /g 干 土 显著 低 于 对 照 处 理 (4.03x10'+1.2x10') 捞 贝 数 /g 
FE. pmoA I1 M T e. 夏季 (8 月 ) 不 同 处 理 的 pmoA 基因 丰 度 与 土 
JE pH 值 呈 显 著 正 相关 关系 (r= 0.74,P<0.05) ,而 与 土壤 DOC 含量 . 盐 浸 提 有 机 碳 / 矿 质 氮 比值 NH; -N NO]- 
N 含量 和 土壤 湿度 均 无 显著 相关 关系 ;秋季 (10 月 ) 各 处 理 的 土壤 样品 的 pmoA 基因 丰 度 与 pH 值 .DOC , NH;- 
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N .NO;-N FERIE K E 5t EA UI 1 2C eE 6.00X 105 - E 
均 无 显著 相关 性 。 (NTH),SO, 
2.3 甲烷 氧化 菌 的 群落 组 成 "ME ^ MERNO. 
通过 克隆 测序 技术 ,对 甲烷 氧化 菌 的 群落 组 成 进行 FUN 3.60x 106 L 
了 分 析 。 对 两 个 季节 所 采集 的 样品 一 共 构建 了 32 个 ER | 
pmoA 基因 克隆 文库 ,每 个 克隆 文库 随机 挑 取 约 30 个 克 Sg 
隆子 进行 测序 , 共 获得 742 条 有 效 序列 。 在 93% 的 序列 。 “120x10 
相似 水 平 上 ,甲烷 氧化 菌 pmoA 基因 序列 一 共 被 划分 为 


112 个 OTU ,在 系统 发 育 树 上 形成 2 个 主要 分 文 , 分 别 
对 应 Type 1 #8 ( 磷酸 核 酮 糖 氧 化 途径 ) 和 Type MH (22 
氮 酸 氧化 途径 ) 甲烷 氧化 菌 ,如 图 3 所 示 。 其 中 ,属于 
Type 工 型 的 序列 可 进一步 形成 4 个 分 支 , 参 考 Kolb 等 
AP f 4p 25 £5 da, 研究 将 这 4 个 分 支 命 名 为 : 
Methylobacter-group (Type I) , Methylococcus-group (Type 
I) , Methylohalobius-group ( Type I) 和 upland soil cluster 
y( Type D) 。 其 中 ,upland soil cluster y ( Type 1) 序列 主 
要 来 自 于 旱地 土壤 和 森林 土壤 '” ,但 本 研究 的 供 试 
样品 只 检测 到 Methylobacter-group (Type I) 和 
Methylococcus-group (Type 1) ,未 检测 到 upland soil 
cluster y( Type 1) fil Methylohalobius-group ( Type 1) 的 序 
列 ,可 能 由 引物 的 偏差 所 致 (图 3)。 属 于 Type IL 的 序 
列 也 形成 两 个 小 分 支 , 即 Methylosinus-group (Type W) fI 
Methylocapsa spp. (Type II) (图 3) ,于 供 试 生 二 样品 中 
均 被 检测 到 。 

无 论 夏 季 还 是 秋季 ,不 同 处 理 主 壤 样 品 的 甲烷 氧化 
FT LJ Type I 类 型 为 主 ,其 相对 不 度 在 70.6% 一 85.4% 
之 则 ,其 中 Methylobacter-group ("Eype I) 是 Type I 型 甲 
烷 氧 化 菌 的 优势 类 群 , 占 Type VE 55.1%—91.7%, R 
季 (8 月 ) 各 人 处理 土壤 中 Methylobacter-group (Type I) t 
总 甲烷 氧化 菌 的 十 .3% 一 67.5%, 各 处 理 土壤 无 显著 差 
异 ; 秋 季 (10 朋 ) 诅 加 NH,Cl 和 (NH,),S0, 人 处 理 的 土壤 
中 Methylobacter-group (Type 1) 相对 丰 度 分 别 为 (52.7% 
26.596) f11(56.196::8.996) ,显著 低 于 对 照 土壤 (77.0%++ 
2:995) (B<0.05) (图 2)。 与 Methylobacter-group (Type 
人) 相反” Methylococcus-group ( Type 1) 的 相对 丰 度 则 在 
秋季 (10 H) (NH,),S0, fll NH,CI 处 理 土 壤 中 有 增加 
的 趋势 (图 2) 。 这 些 结果 表明 施加 NH;-N 在 一 定 程度 
上 抑制 了 Methylobacter-group (Type IT) 型 甲烷 氧化 菌 的 
生长 ,但 可 能 刺激 了 Methylococcus-group ( Type IT) 的 生 
长 ,而 施加 NOZ-N 肥 对 甲烷 氧化 菌 的 群落 组 成 无 显著 


影响 。 


月 份 Month 


图 1 夏季 和 秋季 不 同 施肥 处 理 间 土壤 甲烷 氧化 菌 pmo A. 基因 
丰 度 

Fig.1 The abundance of soil methanotrophic pmoA gene under 
different nitrogenous compound amendments in Summer 
(August) and Fall ( October) 

小 写字 母 a:pmoA if -E ETE EE AGI ) 两 热 同 期 时 期 各 处 理 之 
间 差 异 无 显著 性 j 大 写字 母 A，B:pmoA 基因 丰 度 在 秋季 (10 H) 
干旱 期 各 人 处理 之 间 的 有 差异 显著 性 (了 < 0.05) 


甲 基 弯曲 菌 组 (类 型 IT) 
Methylocapsa spp. 组 (378 II) 
甲 基 球 菌 属 组 (类 型 1 ) 

BS Methylobacter 组 (类 型 1) 


相对 丰 度 
Relative abundance/% 


CK HS HCI HK 


CK HS HCI HK 


8H 10H 
处 理 Treatments 


图 2 夏季 和 秋季 施 气 处理 样 地 甲烷 氧化 菌 群落 组 成 的 变化 
Fig.2 The community composition of methanotroph under 
different nitrogenous compound amendments in Summer 
(August) and Fall ( October) 

CK: 对 照 组 ,未 施 氮 处 理 ; HS D Jn s EZ , ( NH, ) SO, Ib 3H ; HCl; 


施加 氯 化 铵 ,NH4Cl 处 理 ;HK: 施 加 硝酸 钾 ,KNO3 处 理 
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16 Cluster1(HC18:1-2; CK8:3-5;HK8:6;CK10:7; HK10:8-9;HS10:10) — 


4 r— Methylobacter psychrophilus (AY945762) 
19 — Cluster2(CK8:11; HS8:12-13; HCI8:14;HS$10:15;HC110:16) 
1 Cluster3 (CK8:17; CK10:18; HS8:19-20;HCI8:21) 


[—Cluster4(HCl18:22;HC110:23;HK 8:24) 
—ClusterS(CK 8:25; HC110:26;:HK8:27;HK10:28-29;HS8:30-31) 


CN 


Cluster6(CK8:32-33; HS8:34; HK10:35) 
Cluster7(CK8:36-37) 


20 [一 Cluster8(CK8:38; CK10:39; HS8:40) 
94 一 Cluster9(CK8:41; CK10:42; HS8:43-44;HC18:45;HC110:46) 


r— Methylosoma difficile (DQ119047) 

29 -一 HS8-47(4) 

35r —Cluster10(CK8:48-50; HS8:51;HK10:52) 
—- Clusterl 1(CK8:53; CK10:54) 
Methylomonas methanica (U31653) 
Cluster12 (HK10:55;HC110:56) 
Cluster13(CK10:57;HC18:58;HC110:59) 
HC18-60 (3) 

C 


14 1 


32 


Methylobacter-group (Typ® 1) 


56 


37 


55 


uster14 (HC110: 61-62) 
Cluster15(HS8:63; HS10:64;HK8:65; CK8:66) 


Cluster16(HS8:68-69) 


35 


Methylomicrobium japanense (AB253367) 
HK8:70 (1) 


Uncultured Methylosarcina sp. (AB500795) 


100 — Cluster17(HK8:71; HK10:72; HS10:73) 


C 


usterl8(CK8:74;CK10:75;CK8:76-77) 


70) 


99 — 


ethylohalobius crimeensis (AJ581836) 


Methylohalobius-group (Type I ) 


99 


72 


44 三 


ethylothermus thermalis (AY 829010) 
[ Cluster19(HC110:78; CK8:79; HS8:80) 
—CKS8-81(1) 

Methylococcus capsulatus (U94337) 


r—— Methylocaldum gracile (U89301) 


r— Methylosoma sp. TFB(GQ130273) 


63 


43 


100 


— HCI8-82(1) 

Uncultured bacterium (AJ786708) 

Uncultured bacterium(AJ868253) 

Uncultured bacterium (AJ579670) 

Uncultured bacterium clone (EF165628) 
Uncultured.bacterium DGGE band (AJ579669) 
Uncultured bacterium(AJ786710) 
Cluster20(HC18:83; HK8:84; CK8:85-86) 
Clüster21(CK8:87-88) 

HS8-89 (1) 

Cluster22(HK 10:90; HK8:91) 
Cluster23(HC18:92; CK10:93; CK8:94; HK10:95) 
Methanocapsa acidophila (AJ278727) 


100 


16 100 


HCI8:96 (2) 
HK10:97 (7) 


88 100r—Methylosinus trichosporium (U31650) 
—HK$8:98(1) 
— — HK10:99(1) 


HCI8:100(44) 
Cluster24(HS10:101;HK 10:102; HC18:103) 
m~ Methylocystis hirsuta (DQ364434) 


36 


31 


L —HCI18:104 (1) 


L Methylocystis sp. LW5 (AF150791) 


CK8:105 (2) 
Cluster25(HS10:106-108) 
Cluster26(HS8:109-110; HCI10:111;HS10:112) 


Methylococcus-group (Type I ) 


Upland soil cluster y (Type ) 


Methanocapsa spp. (Type Il) 


Methlosinus-group (Type II ) 


3 ”甲烷 氧化 菌 pomA 基因 系统 发 育 树 
Fig.3 Phylogenetic tree of methanotroph pomA gene sequences 
CK8(10) :8(10) 月 份 对 照 ,CK 土壤 样品 ;HS8(10) :8(10) H (5j ILLA Ez , (NH, ) SO, IIb HE E EFE ; HCIS (10) :8 (10) H WNEI AMEER, 
NH, Cl 处 理 土壤 样品 ;HK8(10) :8(10) 月 份 施加 硝酸 钾 ,KNO; 处 理 土 壤 样品 ;分 号 后 的 数字 :0OTU 的 序号 ;括号 里 的 数字 ;该 处 理 代表 OTU 
的 序列 条 数 


对 pmoA 基因 为 代表 的 甲烷 氧化 菌 微生物 群落 组 成 和 土壤 基本 属性 进行 匈 余 分 析 ( Redundancy analysis, 
RDA) ,结果 显示 甲烷 氧化 菌 群 落 组 成 与 盐 漫 提 有 机 碳 / 矿 质 氮 比值 呈 显 著 正 相关 关系 (r= 0.49,P<0.05) ,与 
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土壤 湿度 和 pH 值 无 相关 性 (图 4)。 此 外 ,RDA 分 析 结 果 显 示 夏 季 (8 月 ) 样 品 和 秋季 (10 月 ) 样 品 被 RDA 
Axis 1 轴 分 开 ,表明 采样 时 间 即 季节 变化 对 甲烷 氧化 菌 的 群落 组 成 有 显著 影响 (PerMANOVA, P< 0.1, 图 4) 。 


RDA Axis 2 (4.0%) 


RDA-Axis] (13.296) 


LE 图 4 甲烷 氧化 菌 群 落 组 成 与 环境 因子 的 RDA 分 析 

^d Fig.4 Redundancy analysis (RDA) between methanotroph community and environmental variables 

空心 图 标 :8 月 份 土壤 样品 ;实心 图 标 :10 A ERE s O 8 B DEI, CK 土壤 样品 ; 口 :8 HH OIL E, (NH, )S0, 处 理 土壤 样品 ; 
A:8 月 份 施加 氧化 锐 ,NH4 CL 处 理 土壤 样品 ; V :8 月 份 施 刹 硝酸 钾 ,KN0; 处 理 土壤 样品 ;@:10 月 份 对 照 , CK 样品 ;图 :10 月 份 施加 硫酸 
Hk, (NH, )2S0, 处 理 土壤 样品 ;全 :10 71 (TIMER, NH, CI 处 理 土壤 样品 ; 9 :10 月 份 施加 硝酸 钙 ,KNO; 处 理 十 壤 样 品 


3.1 甲烷 氧化 菌 的 数量 对 不 同形 态 所 沉降 增加 的 响应 

甲烷 氧化 菌 通过 甲烷 单 加 氧 酶 (Methane monooxygenase , MMO ) 催化 甲烷 氧化 ,几乎 所 有 已 知 的 甲烷 氧化 
菌 都 能 合成 颗粒 状 甲 烧 单 加 氧 酶 pMMO ,编码 pMMO 的 基因 pmo A 被 作为 特异 的 分 子 标 记 物 广泛 的 应 用 于 甲 
烷 氧化 菌 的 分 子 生 态 学 研究 中 。 在 本 研究 中 ,定量 PCR 分 析 结 果 显 示 各 处 理 土 样 甲 烷 氧 化 菌 的 pmoA 基 
KERER ARS. 月 ) 无 显著 性 差异 (1.54 一 3.20x10° 拷 贝 数 /g 干 土 ) ,这 与 该 月 份 野外 林地 CH 吸收 通 量 在 不 
同 处 理 间 雹 显 落 差异 的 结果 相 一 致 :” 。 八 月 份 森林 降水 较 多 (土壤 湿度 在 68.3% 一 81.2% 之 间 , 明 显 高 于 十 
月 份 土壤 湿度 55.5% 一 72.4% , 表 1) ,土壤 湿度 大 ,甲烷 氧化 是 一 个 需 氧 的 生物 反应 过 程 ,过 高 的 土壤 含水 量 
会 抑制 氧化 过 程 而 减少 甲烷 吸收 量 。 已 有 的 研究 也 发 现 , CH 的 吸收 量 与 土壤 含水 量 成 负 相 关 关 系 ' 引 。 此 
外 ;由 于 夏季 降水 量 集中 ,可 观察 到 林地 地 表 地 势 低 处 有 甲烷 排放 ,这 也 可 能 是 造成 森林 地 表 夏 季 有 高 浓度 甲 
煤 氧 化 现象 的 原因 之 一 '” 。 而 秋季 (10 月 ) 甲烷 氧化 菌 的 pmo A. 基因 和 丰 度 在 不 同 施 所 处 理 间 差异 性 显著 ,在 
施加 NH;-N 的 2 个 处 理 (NH,),S0, 和 NH,CI 中 ,pmoA 基因 丰 度 低 于 对 照 ,尤其 在 (NH, );SO, 处 理 中 差异 显 
著 ,与 该 处 理 下 野外 林地 甲烷 吸收 量 偏 低 的 结果 相 一 致 '” ,表明 NH; -N 通过 抑制 了 甲烷 氧化 菌 的 数量 而 降 
低 了 甲烷 吸收 能 力 。 该 结果 与 胡 荣 佳 等 报道 的 无 机 扼 肥 抑制 土壤 甲烷 氧化 能 力 的 关键 是 NH; 而 非 NO; 的 结 
论 一 致 .1 。Dam 等 对 纯 培 养 甲烷 氧化 菌 ( Methylocystis sp. Strain SC2) 的 研究 中 也 发 现 , 当 CH, K ERF 
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400ppmv 时 ,高 浓度 (30 mmol/L) NH; 会 抑制 pMMO2( 高 亲和力 甲烷 单 加 氧 酶 ) 驱 动 的 甲烷 氧化 过 程 中 。 其 
原因 可 能 是 NH] 和 CH, 在 分 子 结构 上 较为 相似 ,导致 NH 和 CH, 对 甲烷 单 加 氧 酶 ( MMO) 上 的 活性 结合 位 点 
相互 竞争 ,特别 是 当 NHi 浓度 较 高 时 ,NH; 能 够 把 活性 结合 点 上 的 CH 驱赶 下 来 ,从 而 抑制 甲烷 氧化 菌 的 生 
长 代谢 ,导致 甲烷 吸收 量 降低 。 此 外 ,NH; 对 甲烷 氧化 菌 的 抑制 还 表现 在 NH; 经 硝化 作用 产生 的 NO; 以 
及 羟 胺 对 甲烷 氧化 菌 有 毒害 作用 ,但 是 由 于 NO; 和 羟 胺 的 不 稳定 性 ,该 种 毒害 作用 常 发 生 在 酸性 土壤 中 ,一 
般 认为 中 性 土壤 中 难以 造成 NO, 和 羟 胺 的 积累 而 抑制 甲烷 氧化 菌 的 代谢 。 与 施加 NH-N Ah EH EG, 
加 KNO; 实 验 处 理 小 区 土壤 ,pmoA 基因 丰 度 与 对 照 差 异 不 明显 ,与 野外 林地 两 处 理 甲 烷 吸收 量 无 差 寞 相 一 
致 ,表明 NO;-N 肥 不 影响 甲烷 氧化 菌 的 数量 ,与 NO;-N 施加 不 影响 土壤 甲烷 吸收 量 的 结果 相 一 致 -全 
3.2. 甲烷 氧化 菌 的 组 成 对 不 同形 态 氮 沉 降 增加 的 响应 
根据 甲 烧 氧 化 菌 的 生理 生化 特征 以 及 对 CH, 代 谢 途 径 和 亲和力 的 差异 ,可 将 甲烷 氧 华 落 分 为 Type I 型 和 
Type I 型 两 种 类 型 ,分别 属于 y-Preoteobacteria 和 a-Preoteobacteria 纲 ;Type I 型 甲烷 氧化 菌 通过 磷酸 核 酮 糖 
途径 氧化 CH, ,对 CH 亲和力 低 ,但 具有 较 强 的 繁殖 能 力 ,属于 +r- 策 略 者 “1 ,其 常见 类 群 包括 : 甲 基 单 胞 菌 属 
一 ( Methylomonas ) 、 甲 基 球 菌 属 (Wetjylococcs ) 等 ;而 Type 开 型 利用 丝氨酸 途径 氧化 CH, ,对 CH 的 亲和力 高 , 属 
Do 于 上 策略 者 ,包括 甲 基 弯 曲 菌 (Meijolosinus) BIB METER GL C Methylocystis) 等 叶 此 用 也 们 将 类 似 于 Type I 弄 
Co JERR FH CER TRE ( Methylococcus capsulatus ) 的 甲烷 氧化 菌 定义 为 X 型 ,其 代谢 途径 与 Type I AIHEET 。 本 研 
究 中 检测 到 的 pmoA 基因 序列 分 为 Type I 型 和 Type 开 型 两 类 甲烷 氧化 请 主要 以 Type I 型 甲烷 氧化 菌 为 主 ， 
e 其 相对 比例 大 于 70%( 图 2) ,造成 这 种 现象 的 原因 可 能 是 :Type DD 型 甲烷 氧化 菌 在 低 CH 高 氧气 环境 中 为 优 
O 势 种 群 ,而 Type 型 甲烷 氧化 菌 则 在 高 CH, 低 氧气 环境 中 起 主导 从 用 。 此 外 ,已 有 的 研究 发 现 Type T 型 
甲烷 氧化 菌 对 土壤 环境 要 求 较 苛刻 ,而 Type 工 型 甲烷 氧 华 菌 有 较 强 的 生存 能 力 ,因此 施 氮 过 程 会 较 大 程度 影 
0 M Type 工 再 甲烷 氧化 菌 的 活性 和 群落 组 成 ,而 对 Type 下 型 重 谋 氧化 菌 的 群落 组 成 无 显著 影响 “” 。 
局。 3.3 季节 变化 对 甲烷 氧化 菌 响 应 氮 素 输入 的 影响 
RDA 分 析 结 果 表 明和 森林 土壤 盐 浸 提 有 机 碳 % 矿 质 氮 比 值 与 甲烷 氧化 菌 群落 组 成 旦 显著 相关 性 ,再 次 印证 
不 同 施 氮 处理 是 导致 甲烷 氧化 菌 群落 组 成 差 愉 的 主要 因素 。 此 外 ,RDA 结果 显示 夏季 (8 月 ) 样 品 和 秋季 (10 
月 ) 样 品 被 RDA Axis 1 轴 分 开 , 表 明 困 烷 氧 化 菌 的 群落 组 成 在 不 同 季 节 有 明显 变化 ,与 该 样 地 中 甲烷 通 量 随 
季节 变化 的 趋势 和 之 前 有 关 季 节 和 温度 变化 显著 影响 甲烷 氧化 菌 的 群落 组 成 和 甲 烧 的 产生 与 氧化 能 力 的 研 
FIRE — 305797 。 但 本 研究 中 施 氮 处理 对 甲烷 氧化 菌 的 丰 度 和 群落 组 成 的 影响 在 夏季 不 显著 ,而 在 秋季 均 
— 表现 出 明显 影响 。 长 卸 山 同上 时 红 松 混交 林地 属于 温带 大 陆 季 风 型 气候 ,夏季 平均 温度 保持 在 25C 左右 ,而 秋 
季 平 均 温 度 在 5 一 15%C 范围 内  。 虽 然 嗜 热 性 甲烷 氧化 菌 相继 被 发 现 “” ,但 多 数 甲烷 氧化 菌 生长 的 适宜 
温度 在 20—30*C z^ [B], 长 自 山 地 区 夏季 较 适 宜 的 温度 更 有 利于 甲烷 氧化 菌 的 生长 和 活性 ,该 影响 可 能 超过 
施 氮 本 里 的 影响 ,从 而 使 得 其 对 长 期 施 气 的 响应 不 显著 。 此 外 ,也 有 不 少 研究 表明 ,氮肥 施用 可 通过 促进 植物 
生长 促进 根系 分 泌 更 多 碳 源 供给 甲烷 氧化 菌 从 而 促进 甲烷 氧化 能 力 '”" ;夏季 植物 生长 旺盛 对 氮肥 的 吸收 
利用 较 人 从 而 减弱 了 气 肥 对 土壤 中 甲烷 氧化 菌 的 抑制 作用 。 
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本 研究 对 长 期 施加 不 同形 态 氮 素 模拟 沉降 增加 条 件 下 温带 森林 土壤 中 甲烷 氧化 菌 的 数量 和 群落 组 成 的 
季节 性 演变 特征 及 其 与 土壤 基质 属性 的 耘 合 关系 进行 研究 ,结果 表明 ,夏季 不 同 施 氮 处 理 对 甲烷 氧化 菌 pmo A 
基因 丰 度 无 显著 性 差异 , 而 秋季 施加 NHC 和 (NH, ),SO, 处 理 降 低 甲 烷 氧化 菌 的 丰 度 。 无 论 夏季 和 秋季 , 施 
加 不 同形 态 氮 的 土壤 中 甲烷 氧化 菌 均 以 适应 低 CH 但 有 氧 环 境 的 Type I 型 为 主 ( 相对 丰 度 在 70.6% 一 85.4% 
之 间 ) ,作为 1 型 甲烷 氧化 菌 的 优势 类 群 ,Meihylobactier-group (Type D) e Type 工 型 的 55.1% 一 91.7% ,在 夏季 不 
同形 态 氮 处 理 间 无 显著 差异 ,但 在 秋季 施加 (NH, );S0, 和 NH, CI 处 理 中 显著 低 于 对 照 处 理 。 长 白山 地 区 夏季 
较 适宜 的 温度 更 有 利于 甲烷 氧化 菌 的 生长 ,以 及 夏季 植物 生长 旺盛 为 甲烷 氧化 菌 提供 更 多 碳 源 ,从 而 使 得 施 
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氮 对 甲烷 氧化 菌 的 影响 不 如 秋季 显著 。 这 些 结果 解释 了 以 往 观测 到 的 施 贸 态 氮肥 显著 降低 秋季 林地 甲烷 净 
吸收 通 量 ,而 在 夏季 无 显著 影响 的 观测 结果 ,一定 程度 上 揭示 了 气 沉 降 影响 森林 土壤 甲烷 氧化 季节 性 差异 的 
潜在 的 微生物 机 制 。 
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